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【要約】 
The dysfunction mutations in Staphylococcus agr            
by gene replication–transcription conflicts result in the defect   
of skin colonization 
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【序論】 
Staphylococcus aureus は外毒素分泌をコントロールする種々の調節因子を有しており、その
主要な 1 つが accessory gene regulator (agr)と呼ばれる、同種の菌の生息密度を感知し、特定
の遺伝子発現を調節する quorum-sensing (QS)に関わる遺伝子である。この agr-QS には
agrBDCA と RNA III という互いに反対方向のオペロンがあり、それぞれ P2, P3 プロモーター
による制御を受ける。AgrD から翻訳される autoinducing peptide (AIP)は細胞外に分泌され、
agrC から翻訳される細胞膜貫通型受容体に結合し autocrine, paracrine に作用する。AgrC 受
容体に AIP が結合すると調節因子である agrA がリン酸化され、P2, P3 プロモーターが活性
化し、agrBDCA と RNA III の転写が開始し、AIP による positive feedback を受ける。また、
RNA III は non-coding RNA であり、下流の外毒素や酵素の転写を促進し、S. aureus の増殖や
局所感染に関与する。この S. aureus の agr-QS は動物の感染モデルやヒトの心内膜炎、感染
性関節炎、community-associated methicillin-resistant S. aureus (CA-MRSA)による皮膚軟部組織
感染症に深く関わり、一方で、agr の機能喪失変異は hospital-associated (HA)-MRSA にしば
しば散見し、抗菌薬耐性遺伝子獲得とは異なる仕組みで抗菌薬の作用を受けない persister 化
に関わると言われているが、その仕組みはまだ解明されていない。S. aureus が agr 機能喪失
変異を獲得する仕組みを解明することが、S. aureus 感染症の新たな治療法確立の一助になる
と考えたことから我々は、replication-transcription conflict (RT-conflict)という機構に着目した。
細菌ゲノムでは、同一テンプレート上で遺伝子複製と転写の干渉が起きやすく、この干渉は
RT-conflict と呼ばれ、RT-conflict による遺伝子複製エラーが特定の遺伝子領域に集積するこ
とが Escherichia coli や Bacillus subtilis で報告されている。S. aureus の agr-QS は細胞増殖の
exponential phase から早期の stationary phase にかけて活性化する。言い換えれば、遺伝子複
製が活発な時期に遺伝子の転写も亢進するため、RT-conflict が起こりやすい領域であると考
えられ、RT-conflict が S. aureus における agr 領域変異獲得の機序であるとの仮説を立てた。 
 
【目的】 
S. aureus における RT-conflict による agr 機能喪失変異を示すモデル確立とその解析を本研
究の目的とした。 
 
【方法】 
In vitro において S. aureus を 37˚C で trypticase soy broth (TSB)で培養し、agr 発現を促進す
る群、および抑制する群に分けた継代培養と、培養温度を 30˚C に下げて増殖速度を抑制し
た上で agr 発現を促進した継代培養を行い、agr の機能喪失変異株が出現するか luciferase 
assay, RT-PCR, sanger sequence を用いて解析した。In vivo では野生型の agr 発現株および、
agr に機能喪失変異株をそれぞれマウスの背部皮膚上に接種し、野生型における、agr の機
能喪失変異株出現率および皮膚における生着菌数(CFU)を経時的に測定した。Agr 機能喪失
変異株は transcriptome および whole genome を次世代シーケンサー(NGS)にて解析した。 
【結果】 
我々は、まず S. aureus の agr 領域には、継代培養を繰り返すことで機能喪失変異が獲得さ
れるという既報の確認として、我々の先行研究で臨床検体から得られた M1K051 という 1
型の agr をもつ S. aureus の株を用い、37˚C で静置培養し、24 時間毎に継代を行い、第 7 継
代・第 14 継代で解析を行った。解析は、二段階のスクリーニングを行い、最終的には agrA, 
agrC 領域の sanger sequence を行った。スクリーニングは、まず agr の発現と同時に発現さ
れる RNA III の上流に luciferase 遺伝子を導入した LAC (USA 300)を用い、採取された株の培
養上清を用いて luciferase assay を行い、luciferase の発光が positive control より低い株を絞り
込み、それらの株の RNA III を RT-PCR で測定し、発現が低下している株について agrA, agrC
領域の sanger sequence を行った。結果として、第 7 継代では agrA, agrC 領域の変異を認めな
かったが、第 14 継代では 10%程度の株に agrA, agrC 領域の機能喪失変異を認めた。次に、
RT-conflict のうち transcription の影響を確かめるため、agr の発現を促進・および抑制した条
件における機能喪失変異株出現の有無について調べた。Staphylococcus 属はそれぞれに独自
の agr を持つが、S. aureus には 4 種類の agr が存在し、その型によって 4 つに株が分類され
ることが知られている。S. aureus の 4 種類の agr による AIP や、他の staphylococcus 属の AIP
はアミノ酸配列がそれぞれ異なり、異なる型の AIP が agrC 受容体に結合すると agr の発現
が抑制されるという相互抑制システムが報告されている。このことから、継代培養中の agr
の発現を促進・および抑制する方法として、recombinant AIP (rAIP)を作成した。Agr の発現
を促進する条件には 1型の rAIP (rAIP (group I))を、agrの発現を抑制する条件には 3型の rAIP 
(rAIP (group III))もしくは Staphylococcus epidermidis の rAIP (rAIP (epi))を、50 µg/L の濃度で
TSB に添加して、同様に継代培養し、解析を行った。rAIP (group I)を添加し、培養初期から
agr 発現を亢進した群には第 7 継代から 20%程度の株に agrA, agrC 領域の機能喪失変異を認
め、第 14 継代では 30%程度にまで増加した。一方で、rAIP (group III)や rAIP (epi)を添加し
agr 発現を抑制した群では agr の機能を喪失した株は検出されなかった。これらの結果から、
継代培養で agr 発現を亢進すると agr 機能喪失変異株が誘導されることが示唆された。 
更に、RT-conflict のうち replication の影響を確認するために、M1K051 (agr group I)の培養
温度を 30˚C とし、37˚C に比較して培養速度を低下させ、rAIP (group I)は添加して agr 発現
を促進したまま継代培養を行い、agr 機能喪失変異株の出現について解析した。培養速度が
遅くなるため、継代は 48 時間ごとに行った。その結果、replication を抑制した条件では第 7
継代でも第 14 継代でも agr 機能を喪失した株は検出されなかった。このことから、replication
も agr 機能喪失変異株の誘導に関係することが示唆され、先述の結果と合わせると S. aureus
が agr 機能喪失変異を獲得するには RT-conflict が影響しうると考えられた。 
ここで我々は、継代培養で得られた agr 機能喪失変異株のうち、獲得された変異が agr に
特異的であるかどうか、また他に変異が集積している部位がないかを調べるために継代実験
で得られた agr 機能喪失変異株 29 株と agr 発現株 16 株について whole genome sequence を行
った。Whole genome sequence では、agr 機能喪失変異株と agr 発現株ともに、全長約 2.7 Mbp
のうち数カ所にしか変異が同定されず、agr 以外に変異が集積する部分もないことが示され
た。次に、agr 機能喪失変異株が agr 発現株と比較して、agr 以外にどんな機能的な違いが
あるかを明らかにするために、培養開始から 4 時間後の exponential phase の菌液を用いて hot 
phenol 法とキットを組み合わせて total RNA を抽出し、rRNA を除去したのちに RNA-seq 
transcriptome 解析を行った。2650 個の遺伝子のうち、family wize error rate の p 値が 0.05 未
満になる 54 個の遺伝子でヒートマップを作成すると、agr 機能喪失変異株は agr 発現株と比
較して agr-QS に関わる遺伝子以外には代謝酵素や細胞外マトリックス結合蛋白の発現が低
下している事が示された。 
既報では、健常人に皮下軟部組織感染症を引き起こす CA-MRSA の多くは agr を発現する
が、入院患者などに肺炎や骨髄炎や敗血症を引き起こす HA-MRSA では agr 機能喪失変異株
がしばしば検出されると言われている。また、RNA III 発現が agr 発現株において S. aureus
の細胞死を引き起こすが、agr 機能喪失変異株は RNA III の発現が低下するため、in vitro に
おける S. aureus の集団の中で生存に有利であるとの報告がある。しかしその一方で、in vivo
の S. aureus 感染による皮下膿瘍モデルでは、agr 発現株のほうが S. aureus の集団の中で生存
しやすいという報告もある。これらの既報を確認するために、in vitro では、先の継代実験
で得られた agr 機能喪失変異株と agr 発現株を等量混合し、同様に継代実験を行った。また、
コントロールとして、agr 発現株である M1K051 が分離された同じ宿主から、M1K051 検出
よりも後日に分離され、agr 機能喪失変異を獲得した同一株である M6K051 と、M1K051 も
等量混合して継代実験を行った。この実験に先んじて、4 つの S. aureus それぞれの colony 
forming unit (CFU)を測定し、増殖能力に差がないことを確認している。agr 機能喪失変異株
と agr 発現株を混合し継代培養をした結果として、第 7 継代、第 14 継代と継代を繰り返す
たびに agr 機能喪失変異株の検出率が増加し、in vitro における S. aureus の集団の中では agr
の機能を喪失することは生存に有利に働くことが示唆された。 
In vivo では、S. aureus が宿主の皮膚に定着する際に agr 機能があることが有利かどうかを
確認するため、agr 機能喪失変異株よりも agr 発現株の方が宿主の皮膚に維持されやすいか、
そして、宿主皮膚から S. aureus が排除されていく過程で agr 機能喪失変異を獲得するか確認
するモデルを確立した。 
その方法として、毛を剃ったマウスの背部皮膚上に S. aureus を 1x108 CFU 接種し、1 週間フ
ィルム材で密閉すると菌数が増加し、皮膚炎が惹起されるが、フィルム材を除去した日から
1 週間ごとにマウスの背部皮膚を拭って S. aureus を採取し、宿主皮膚上の CFU を測定した。
この実験は、agr 発現株である M1K051 と agr 機能喪失変異株である M6K051 をそれぞれ別
個体の宿主に接種し、比較した。その結果、agr 機能喪失変異株である M6K051 の CFU は、
1 週間の密閉を開放した直後から M1K051 と比較して少なく、3 週までにほとんど排除され
た。一方、M1K051 は M6K051 に比べるとやや長く宿主の皮膚に保たれた。また、採取した
M1K051 群の S. aureus は前述の luciferase assay, RNA III の RT-PCR でスクリーニングし、agr
機能喪失変異株候補は agrA, agrC の sanger sequence を行い、変異を同定したところ、徐々に
agr 機能喪失変異を獲得した株が出現し、10 週後までには半数近くが agr 機能喪失変異株と
なった。 
 
【考察】 
S. aureus は、in vivo において継代を繰り返すと agr に機能喪失変異を獲得することは知ら
れていたが、その機序は解明されていない。本研究では、agr の相互抑制システムを利用し、
rAIP にて agr の転写を亢進すると agr 機能喪失変異の獲得を誘導し、agr の転写を抑制する
と agr 機能喪失変異の獲得を阻害できること、また、培養温度を変化させて細胞増殖を抑制
し、遺伝子複製を抑制すると agr 機能喪失変異の獲得を阻害できることを示し、RT-conflict
が agr の機能喪失変異を引き起こす機序の 1 つであることが示唆された。この agr 機能喪失
変異が S. aureus においてどのような意義を持つかについては更なる研究の蓄積が必要であ
るが、in vitro における S. aureus の集団の中では agr 機能喪失変異が生存に有利であること
を確認することができた。他の既報と合わせると、入院患者などにおいて肺炎や骨髄炎や敗
血症を引き起こす HA-MRSA に agr 機能喪失変異株が比較的多く同定されることは、他菌の
存在が限りなく少ない血流内という環境において、agr 機能喪失変異が S. aureus の集団の中
で生存に有利であることが原因の１つとして考えられた。一方で、in vivo における S. aureus
の集団の中では agr 発現が生存に有利であることも宿主皮膚上に接種した S. aureus の CFU
を追うことで確認することができたが、これは健常人に皮下軟部組織感染症を引き起こす
CA-MRSA の多くは agr を発現するという既報から、宿主の皮膚常在細菌叢が存在する環境
では S. aureus の集団において agr の発現が有利であると考えられた。 
また、本研究で得られた変異は whole genome sequence により agr に特異的であることが明
らかになった。RT-conflict について、既報では遺伝子複製の replisome と進行方向と転写が
同方向である co-directional conflict と逆方向である head-on conflict を比較すると、head-on 
conflict をきたす遺伝子に変異が誘導されやすいとあり、agr は head-on conflict をきたす遺伝
子であることがわかっているが、agr と同様に細胞増殖の exponential phase に発現が亢進す
る他の遺伝子のうち head-on conflict をきたす遺伝子に変異が誘導されていない機序は現時
点では明らかではない。先に示したように、in vitro において agr 機能喪失変異は致死的では
なく、S. aureus の集団内で生存に有利であることが理由の１つとして考えられるが、他に
agr に特異的に変異が誘導される構造的な特性などがあるかどうかについては更なる解析が
必要とされる。RNA-seq transcriptome のデータ解析からは、agr 機能喪失変異株は代謝酵素
や細胞外マトリックス結合蛋白の発現が低下していることが示されたが、それらが persister
化も含め、実際の挙動としてどのような意義があるかについても更なる知見の集積を要する。 
 
【結語】 
我々の研究結果から、遺伝子複製と転写の対立 (RT-conflict)により agr 機能喪失変異が特異
的に誘導され、agr の機能喪失変異は S. aureus の宿主皮膚生着を阻害することが示唆された。 
